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® Verf ahren zur Antikdrpergewinnung 

@ Verfahren zur Gewinnung von Proteinen mit Antikdrper- 
Aktivitat, worin man eine oder m eh re re fur dieses Protein 
kodierende DNA-Sequenzen in den mannlichen Pronukleus 
einer befruchteten Eizelle etnas Schweins oder Kaninchens 
durch Mikroinjektion einbringt, die Eizellen in den Eileiter 
eines Schweins oder Kaninchens implantiert, die Nachkom- 
men ztichtet und aus ihrem Serum in ublicher Weise das 
Protein mit Antikorper-Aktivitat gewinnt, wobei die bei der 
Mikroinjektion verwendeten DNA-Sequenzen frei von bakte- 
riellen Fremdsequenzen, vorzugsweise mit Immunglobulin- 
Promotor und Enhancer-Sequenzen verwendet werden. 
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Beschreibung 

Zur Expression fremder DNA-Sequenzen in Tieren kann man die DNA in den mannlichen Pronukleus von 
befruchteten Eizellen durch Mikroinjektion injizieren, die Eizellen dann in den Eileiter von enuprechenden 

5 Tieren implantieren und Nachkommen zuchten, die das mikroinjizierte genetische Material exprimieren. Bei 
Mausen wurden transgene Tiere auch durch Retrovirus-Infektion von Embryonen oder durch Transfer von 
genetisch manipulierten Stamm-Zellen in Blastozyten erzeugt (Janisch, R.: Science 240, 1468 (1988); Palmiter, 
R.D. und Brinster, Ann. Rev. Genet. 20, 465 (1986); R.L. Brinster und RD. Palmiter, Harvey Lectures, Series 80 
(Liss, New York, 1986), pp 1 -38). 

io Inzwischen ist die EinfQhrung von fremder genetischer Information in die Keimbahnen far eine Reihe von 
Tierarten beschrieben worden. So etwa z. B. bei Hflhnern (Bosselman et al„ Science 243, 533 (1989)), Fischen 
(Brem, G, Brenig, B, Hoerstgen-Schwark, G, und Winnacker, EL: Aquaculture 68, 209(1988)), Kaninchen (R.E 
Hammer et aL, Nature 315, 680 (1985); G. Brem et al, Zuchthygiene 20, 251 (1985)), Schafen (A.J. Clark et al, 
Bio/Technology 7, 487 (1989); J. Simons et aL, Bio/Technology 6, 179 (1988); CE. Rexroad, Jr. et aL, Mol. Reprod 

is Dev. 1, 164 (1989)) und Schweinen (G. Brem et al, Zuchthygiene 20, 251 (1985); K.M. Ebert et al, Mol. Endocrinol 
2, 277 (1988); Brem, G, Brenig, B, Mttller, M, KrauBlich, H. und Winnacker, E.L: Occ. Publ. Br. Soc. Anim. Prod 
12(1988)15-31). 

In Kaninchen wurde das Kaninchen c-myc Gen unter Kontrolle von regulatorischen Sequenzen eines Immun- 
globulin-Gens exprimiert, was die Induktion von Leukamie in transgenen Kaninchen zur Folge hatte (Knight, 
20 K.L, Spicker-Polat, H, Kazdin, D, Oi, V.T.: Proc. Natl Acad. Sci. USA 85 (1988) 3130 - 31 34). 

Es wurden auch transgene Kaninchen erzeugt, welche das menschliche Somatotropin Gen exprimieren 
(Enikolopov et al, DokL Acad Nauk SSSR, 299 (1988) 1246-1249). Ebenso wurde Expression des "human 
growth hormone releasing factor" in transgenen Kaninchen beschrieben (Gataryan et aL DokL Acad Nauk 
SSSR 305 (1989) 726-728). 

25 Es wurde die Expression von Rinder-Wachstumshormon in transgenen Schweinen gezeigt und der Effekt auf 
das Wachstum der transgenen Tiere untersucht (J. Anim. ScL 66 (Suppl 1 ) 267 ( 1 988)). 

Es wurden auch transgene Schweine erzeugt, welche das OberflSchen Antigen des menschlichen Hepatitis B 
Virus exprimieren. (DokL Akad Nauk SSSR 306 (1989) 206 - 209). 
Gene fur die leichte und die schwere Kette von Antikdrpern mit definierter SpezifiUt (gerichtet gegen 
30 Nitrophenol, Trinitrophenol, Phosphorylcholin) wurden aus den jeweiligen Hybridom-Linien isoliert und in die 
Keimbahn von Mausen eingefQhrt Die Gene ftir die leichte und schwere Kette wurden in den jeweiligen 
transgenen Mausen in Form von rekombiniertem Antikdrper exprimiert (Rusconi, S. und Kohler, G.: Nature 314, 
330 (1985; GrosschedL R, Weaver, D, Baltimore, D. und Constantini, F.: Cell 38 (1984), 647; U. Storb et al, J. Exp 
Med. 164 (1986) 627; Ritchie, KA, Brinster, R.L und Storb, U: Nature 312, 517 (1984); Weaver, D, Constantini T 
35 Imamshi-Kari, T. und Baltimore, D.: Cell 42, 1 17 (1985); Iglesias. A, Lamers. M. und Kdhler, G.: Nature 330 482 
(1987); Neuberger, M.S. Caskey, H.M, Petersson, M, Williams, T, Surani, MA.: Nature 338, 350 (1989). 

In einigen der obigen Literaturstellen wurden Gene nur fur die leichte oder nur fQr die schwere Kette eines 
Antikdrpers in die Keimbahn von Mausen eingebracht Bei diesen Untersuchungen zeigte sich, daB das rearran- 
gierte Transgen das Rearrangement der endogenen Immunglobulin-Gene inhibiert Es wurde auch nur eine 
40 relativ geringe Expression der eingebrachten Antikdrper-Gene (bis ca. 5 bis 10 ng/mi Serum) in den transgenen 
Mausen gefunden. Bei anderen Tierarten ist die Expression von Immunglobulin-Genen nach Einbringen in die 
Keimbahn bisher noch nicht beschrieben worden. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, ein Verfahren zu entwickeln, bei dem man Antikdrper in 
grdBerer Ausbeute aus transgenen Tieren gewinnen kann. 
45 Die erfindungsgemaBe Aufgabe wird durch ein Verfahren zur Gewinnung von Proteinen mit Antikdrper- Ak- 
tivitat geldst, worin man eine oder mehrere fur dieses Protein kodierende DNA-Sequenzen in den mannlichen 
Pronukleus einer befruchteten Eizelle eines Schweins oder Kaninchens durch Mikroinjektion einbringt, die 
Einzellen in den Eileiter eines Schweins oder Kaninchens implantiert, die Nachkommen ztichtet und aus ihnen in 
ublicher Weise das Protein mit Antikorper-Aktivitat gewinnt, bei dem die zur Mikroinjektion verwendeten 
so DNA-Sequenzen frei von bakteriellen Fremdsequenzen verwendet werden. 

FQr die erfindungsgemaBe Expression der Proteine mit Antikdrperaktivitat in lymphoiden Zellen werden 
bevorzugt Immunglobulin-Promotor und Enhancer-Elemente verwendet Die zu exprimierenden Gene werden 
auf Obliche Weise in einen prokaryontischen Vektor subkloniert und in geeigneten Wirtszellen vermehrt Die 
entsprechenden Gene werden nach Spaltung des Vektors mit jeweils geeigneten Restriktions-Nukleasen frei 
55 von prokaryotischen Sequenzen isoliert und in befruchtete Eizellen injiziert Dabei kann man zirkularisierte 
oder bevorzugt linearisierte DNA verwendea Auch nach Deletion von I ntron- Sequenzen auf den zu exprimie- 
renden Genen (eines oder mehrerer) durch in vitro Mutagenese sollte Expression im transgenen Tier erfolgen. 
Im Fall der Verwendung von komplementarer DNA (cDNA) zur Expression der teichten und schweren Kette 
eines Antikdrpers kdnnen Immunglobulin-Promotor und Enhancer Sequenzen auf den Expressions Vektoren 
60 vor die zu exprimierenden cDNA kloniert werden. Auch die Fusion von genomischen Fragmenten mit cDNA ist 
mdglich (Gillies, S.D. et aL, Bio/Technology 7 (1989) 799-804; Orlandi et aL, Proc Nat Acad, of Sci. USA 86 (1989) 
3833-3837). Eine weitere Verbesserung der Expression der Antikdrper-Gene ist gegebenenfalls auch durch 
Verwendung von in den nicht-kodierenden Regionen der Antikdrper-Gene gelegenen Regulations- Elementen 
mdglich. So wurde fur menschliche K Gene (leichte Kette) kOrzlich ein in der 3'-untranslatierten Region 
65 gelegenes Enhancer- Element beschrieben (Meyer, KB. und Neuberger, M.S. EMBO J. 8 (1989) 1959 - 1965, fur 
Maus XI Ketten wurde ebenfalls in der 3'-untranslatierten Region ein Enhancer- Element beschrieben (Bich- 
Thuy, Lund Queen, C,Nucl. Acids Res. 17(1989)5307-5321). 
Unter den Begriff "Protein mit Antikdrper- Aktivitat" fallen: 
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a) Vollstandige Antikdrper verschiedener Spezies 

Die Expression ist durch Einbringen der kompletten Gene fur die leichte und schwere Kette des Antikdrpers 
in befruchtete Eizellen des Schweins oder Kaninchens mdglich, wobei alle Antikdrper- Isotypen prinzipiell 
expnmiert werden kdnnen. Bevorzugt ist die schwere Kette eine v-Kette und die leichte Kette eine K-Kette. 

Die Antikdrper kdnnen von der Maus, Ratte oder bei Verwendung von Eizellen des Schweins auch aus 
Kaninchen stammen. Besonders bevorzugt ist jedoch die Expression menschlicher Antikdrper. 

Menschliche Antikdrper haben groBes diagnostisches und therapeutisches Potential Sie sind bei der Verwen- 
dung fur therapeutische Zwecke Maus-Antikdrpern oder gentechnologisch hergesteilten chimarisierten oder 
humanisierten Antikdrpern vorzuziehen, da bei ihnen nach therapeutischer Applikation eine Immun-Antwort 
des Orgamsmus nicht zu erwarten ist Die Konstruktion von stabilen, gut produzierenden humanen B-Zell-Li- 
nien oder Hybndomen ist jedoch in der Praxis mit groBen Problemen behaf tet 

Fur menschliche Antikdrper kodierende Gene oder cDNA der leichten und schweren Ketten sind nach 
Oblichen Verfahren aus menschlichen Hybridom-Zellen erhaitlich. 

Die Gewinnung menschlicher Antikdrper und ihr therapeutischer Anwendungsbereich ist in folgenden Litera- 
turstellen beschneben: 

James H. und Bell G.T. (1987), Human monoclonal antibody production. Current status and future prospects I 
Immunol. Methods 100,5 - 40; 

Boyd, J.E and James, K. (1988), Human monoclonal antibodies: Their potential, problems and prospects In- 
Advances in Biotechnological Processes. Vol. II. Mizraki, A. (Ed.) A.R. Liss, Inc., New York; 

Lamck, J.W. and Bourla, J.M. (1986), The prospects for the therapeutic use of human monoclonal antibodies. J. 
Biol. Res. Mod. 5 (1986) 379 - 393. 
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b)Chimarisierte und humanisierte Antikdrper 

Unter chimarisierten Antikdrpern versteht man hier Molekule mit variablen Regionen von der Maus oder 
anderen Tierspezies (inklusive D - Diversity und J ~ joining Segmenten) und konstanten Regionen einer 
anderen Spezies, insbesondere des Menschen. Diese Antikdrper werden gentechnologisch hergestellt, ebenso 
wie die humanisierten Antikdrper, bei denen in Gene far menschliche leichte und schwere Ketten die hypervari- 
ablen CDR-Regionen (complementary determining regions) z. B. eines entsprechenden Maus- oder Ratten- 
Antikdrpers eingesetzt werden ( - Austausch der humanen CDR-Regionen gegen solche des entsprechenden 
Maus- oder Ratten-Antikorpers). Diese Technik wird als CDR-grafting bezeichnet CDR-Regionen sind diejeni- 
gen Domanen eines Antikdrper Molekttls, welche die Affinitat zum jeweiligen Antigen determinieren 

Nach dem erfmdungsgemaflen Verfahren ist es mdglich, im transgenen Schwein oder Kaninchen samtliche in 
Frage kommenden Isotypen von chimarisierten Antikdrpern zu exprimieren. 

Die Gewinnung von chimarisierten Antikdrpern durch CDR-grafting ist bei Jones, P.T„ Dear PH Foote I 
Neuberger MS. and Winter, G„ (1986), Replacing the complementary-determining regions in a human antibody 
with those from a mouse antibody, Nature 321 (1986) 522 - 525, beschrieben. 

Chimarisierte Antikdrper haben groBes Potential bei der Behandlung maligner Erkrankungen. Dabei erken- 
Mo n ft 7vo^ nt !>i u E P lt °P e J ll,f Tumorzell-spezifischen Antigenen (Sun et ah, Proa Natl. Acad Sci. USA 84 4 o 
(1987) 214-218; Nishimura, Y. et al, Cancer Res. 47 (1987), 999 - 1005). 

c) Heterobispezifische Antikdrper 

Heterobispezifische Antikdrper haben groBes therapeutisches Potential, zum Beispiel bei der Elimination von 
Virus-infizierten Zellen. Ein heterobispezifischer Antikdrper erkennt z. B. ein Epitop von auf der Zelloberfiache 
prasentierten Antigenen un d auf zytotoxischen T-Zellen (Gilliland, LIC, Clark, M.R. und Waldmann, H.: Proc. 
Natl. Acad Sck USA 85 (1988) 7719-7723; Staerz, U.D„ Yewdell, J.W. und Bevan, M, Eur. J. Immunol. 17 (1987) 

u ' I ^ Cr 39 L 09 7 08 wurde ein Verfahren zur gentechnologischen Herstellung von heterobispezifi- 
schen Antikdrpern beschrieben. Die Expression im transgenen Schwein oder Kaninchen setzt die Isolierung der 
Gene fur die leichten und schweren Ketten beider Antikdrper und anschlieBende lnjektion in befruchtete 
Eizellen voraus. Dabei mOssen die beiden Antikdrper nicht unbedingt denselben Isotyp (z. B. IgGI) besitzen Es 
ist nach dem erfindungsgemaflen Verfahren mdglich, heterobispezifische Antikdrper mit verschiedenen Isoty- 
pen aus transgenen Schweinen oder Kaninchen zu gewinnen und ihre Eigenschaften bezuglich CDC (comple- 
ment dependent cytotoxicity) und ADCC (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) zu untersuchen. 

d) Antikdrper-Fragmente 

FQr die Expression in transgenen Schweinen kommen ebenfalls Teildomanen von Antikdrpern in Frage wie 
z. B. F(ab') 2 , Fab Fragmente, der Fc-Teil, der Fc'-Teil, oder Fv Fragmente. Derartige Antikdrper-Fragmente 
kdnnen gewonnen werden, wenn anstelle der vollstandigen, fUr AntikdrpermolekQIe kodierenden DNA-Sequen- 
zen nur die Teilsequenzen in das transgene Schwein oder Kaninchen mikroinjiziert werden, die fur das jeweilige 
Antikdrper-Fragment kodiereiL Zur Definition der einzelnen Fragmente siehe.: Roitt, I, Brostoff, J. und Male D- 
Immunology. Gower Medical Publishing, London New York, 1985. F(ab') 2 oder Fab Fragmente sind von 
Bedeutung fur diagnostische Anwendungen, wie zum Beispiel beim Tumor-Imaging. 
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e) Fusionsproteine mit Domanen von Antikdrper-Molektilen 

Unter diesem Begriff sind Fusionen aus dem Antigen-bindenden Teil eines Antikdrpers und der signaltransdu- 
zierenden Region (Transmembran- Domane und cytoplasmatische Domane) von anderen Mitgliedern der Im- 

5 munglobulin-Superfamilie (z. B. T-Zell-Rezeptor oder Fc-Rezeptoren) zu verstehen. Solche MolekOIe kdnnten 
als mogliche Biosensoren groBe praktische Bedeutung erlangen. Auch die Expression von heterologen Fusions- 
proteinen ist nach dem erfindungsgemaBen Verfahren durch Mikroinjektion der entsprechenden DNA-Sequen- 
zen in eine Eizelle des Schweins oder Kaninchens mdglich. Zum Beispiel kann eine Fusion aus der Antigen 
bindenden Domane eines Antikdrpers mit einer Domane erfolgen, welche nach Antigen- Bindung eine enzymati- 

io sche Funktion vermittelt (z. B. Tyrosin-Proteinkinase Domane des Insulin-Rezeptors oder des EGF-Rezeptors 
oder Guanyiat-Cyclase- DomSne des ANF-Rezeptors). 

Auch therapeutisch relevante Fusionsproteine, wie Fusionen aus Domanen des CD4-Antigens, dem Rezeptor 
far das HIV- Virus auf menschlichen T-Lymphozyten und Domanen von Antikdrper Molekiilen, welche wichtige 
Effektor-Funktionen vermitteln (z. B. Komplement- Bindung, Zell-Lyse) kdnnen nach dem erfindungsgemaBen 

15 Verfahren mit hoher Ausbeute in transgenen Schweinen exprimiert werden. 



f) Mutierte Antikdrper 

Dazu gehdren Antikdrper, die durch gentechnologische Manipulationen eine verbesserte Affinitat zum Anti- 
20 gen besitzen als der Ausgangs-Antikdrper. Dazu gehdren auch Antikdrper (durch gentechnologische Manipula- 
tion) mit verandertem Komplement- Bindungs-Verhalten, verandertem Bindungsverhalten bezuglich Fc-Rezep- 
toren auf Makrophagen und Monozyten, sowie solche mit veranderten zytolytischen Eigenschaften. Auch diese 
Gruppe von Antikdrper- Molekulen kann nach dem erfindungsgemaBen Verfahren in transgenen Schweinen 
oder Kaninchen exprimiert werden. 
25 Neben der Gewinnung von Antikdrpern aus dem Serum ist es durch das erfindungsgemaBe Verfahren auch 
mdglich, eine Immunisierung von transgenen Schweinen oder Kaninchen zu bewirken. Gene fur Antikdrper 
gegen bestimmte Antigene, insbesondere Antigene, die fiir diese Tiere gefahrliche Krankheiten hervorrufen, 
z. B. Influenza oder Schweinepest, kdnnen mit dem erfindungsgemaBen Verfahren in die Keimbahn dieser Tiere 
mit hoher Effizienz eingebracht werden. Auf diese Weise kann man Tiere ztichten, die gegen bestimmte 
30 Infektionen resistent sind. 

Weiterhin ist auch eine Sekretion von therapeutisch relevanten Proteinen in die Milch durch das erfindunes- 
gemaBe Verfahren mdglich. 

Antikdrper-Molekttle der Klasse IgA kdnnen in die Milch sezerniert werden (sekretorisches IgA - slgA) 
Durch Fusion mit IgA ist es mdglich, auch andere Proteine, z. B. Koagulations-Faktoren wie Faktor VIII oder 
35 Faktor IX, oder Enzyme, wie z. B. menschlichen Plasminogen-Aktivator vom Gewebe-Typ in die Milch von 
transgenen Tieren zu sezernieren, Durch Einbauen entsprechender Enzym-Spaltstellen zwischen dem sekretori- 
schen Antikdrper und dem Fusionspartner (z. B. Kollagenase, Faktor Xa) kann das authentische Molekiil nach 
Isolierung aus der Milch und anschlieBende enzymatische Spaltung gewonnen werden. 
Foigende Beispiele sollen die Erfindung in Verbindung mit Abb. 1 naher erlautern. Es zeigt Abb. 1 die fur die 
40 Mikroinjektion verwendeten Antikdrpergene. 



Beispiel 1 

Herstellung von Antikdrper-DNA-Seguenzen 

45 

Die Ausgangsvektoren sind die Plasmide pBMSl und pBMS2, welche in der DE 39 09 708 (Verfahren zur 
Herstellung von heterobispezifischen Antikdrpern) beschrieben sind. Die Vektoren enthalten das K und yi Gen 
eines Maus- Antikdrpers in unterschiedlichen Orientierungen zueinander. Diese Gene wurden aus einer Hybdri- 
dom-Zell-Lime isoliert, welche einen IgGl Antikdrper mit der Bezeichnung A20/44 sezerniert (Sablitzky F 

so Wildner, G. und Rajewsky, ¥L: EMBO J. 4 (1 985) 345 - 350; Sablitzky, F. Weisbaum, D. und Rajewsky, K.: EMBO 
J. 4 (1985) 3435 - 3437; Kocks, C. and Rajewsky, JC: Proc. Natl. Acad. ScL USA 85 (1988) 8206 - 8210). A20/44 ist 
em anti-idiotypischer Antikdrper, welcher gegen einen far das Hapten NP (4-hydroxy-3-nitro-phenylazetat) 
spezifischen Antikdrper gerichtet ist Der letztere Antikdrper besitzt eine X-Kette als leichte Kette und eine 
Y2a-Kette als schwere Kette (IgG2a). 

55 Die in der DE 39 09 708 beschriebenen Vektoren enthalten das K-Gen als 5,5 kb Sail- Fragment, das yl-Gen als 
9,25 kb Sail-Fragment Die Vektoren enthalten ferner Expressions-Kassetten fQr die Phosphotransferase neo 
und Maus-Dihydrofolat-Reduktase unter der Kontrolle des frOhen Promotors von SV40. 

pBMSl und pBMS2 (enthalten jeweils 3 Sall-Stellen) wurden mit Sail partiell gespalten, mit Nuklease SI 
behandelt (1 *ig partiell mit Sail gespaltene DNA wird mit 10 Units Sl-Nuclease 60 Minuten bei 30°C in 

eo 50 mmol/l Natriumacetat, pH 4^; 1 mmol/1 ZnS0 4 und 0^ Gew.-% Glycerin inkubiert), das linearisierte Plasmid 
auf einem niedrig-schmelzenden Agarose-Ge! isoliert und die Enden anschlieBend mit T4- Ligase ligiert Die 
Ligierungsansatze wurden in den Ecoli Stamm HB101 transfektiert und AmpiciHin-resistente (50 \ig/m\) Kolo- 
men auf Agarplatten isoliert. Durch Analyse mit Restriktions-Endonukleasen wurden diejenigen Plasmide 
ermittelt, bei denen durch oben beschriebene Manipulation die zwischen dem K und dem yl-Gen gelegene 

65 Sall-Stelle deletiert worden war. Die erhaltenen Plasmide werden als pBMSl (ASal) und pBMS2 (ASal) 
bezeichnet 

pBMSl (ASal) und pBMS2 (ASal) wurden mit Sail gespalten und das Sail-Fragment, welches das K und 
yl -Gen des Antikdrpers enthalt auf einem niedrig-schmelzenden Agarose-Gel isoliert und anschlieBend geldst in 
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10 mM TRIS x HC1, pH 7,5,0,25 m M EDTA. 

Damit wurden die Antikorp.er-Gene frei von Vektor-Seguenzen isoliert fiir das anschlieBende Mikroinjek- 
tions-Experiment (siehe Abb. 1). 

Beispiel 2 

Erstellung transgener Saugetiere 

Die Erstellung transgener Saugetiere umfaBt die Hersteiiung injizierbarer DNA-Ldsung, die Gewinnung 
befruchteter Eizellen und Embryonen, die Mikroinjektion der DNA-Ldsung in Vorkerne oder Kerne, den 
Transfer der injizierten Zygoten auf synchronisierte Empfangertiere und die Untersuchung der geborenen Tiere 
auf Integration. Dabei sind fur die einzelnen Saugerspezies wie Maus, Kaninchen und Schwein einige speziesbe- 
dingte Unterschiede bei der Vorbereitung der Spender- und Empfangertiere, der Gewinnung und dem Transfer 
der Embryonen sowie der Mikroinjektion zu beach ten. 

1. Hersteiiung einer injizierbaren DNA-Ldsung 

Nach der DNA-Fragmentisolierung und der Bestimmung des DNA-Gehaltes wird die DNA-L6sung mit 
Tns-Puffer so verdiinnt, dafl pro pi Ldsung bis zu 1000 Kopien des Genkonstruktes enthalten sind Alle fur die 
Hersteiiung der DNA-Mikroinjektionsldsung verwendeten Ldsungen mOssen frei von partikuiaren Verunreini- 
gungen sein,damit ein Verstopfen der Injektionspipetten vermieden wird. 

2. Gewinnung der Embryonen 

Urn die Ausbeute an Embryonen zu erhohen, werden die Spendertiere in aller Regel superovuliert 

- Maus 

Weiblichen Mausen, die mindestens 6 Wochen alt sind, werden zur Induktion der Superovulation 5- 10 IE 
PMSG (pregnant mare serum gonadotropin) injiziert 48 Stunden spater erhalten sie 5 - 10 IE HCG (human 
chonongonadotropin) und werden mit fertilen Bocken angepaart Am nachsten Morgen werden die Plaque 
positiven Mause getatet und nach Offnung der Bauchhdhle werden die Eileiter herausgenommen. Durch 
AufreiBen der Ampulle mit feinen Pinzetten oder durch Spillen der Eileiter werden die Embryonen gewon- 
nen und in Embryokulturmedium, dem Hyaluronidase zugesetzt wurde, iiberfuhrt Die Eizellen werden nach 
Entfernung der Kumuluszellen gewaschen und bis zur Mikroinjektion kultiviert. 

- Kaninchen 

Geschlechtsreife Spenderkaninchen erhalten zur Superovulation eine einmalige Gabe von 10-40 IE 
PMSG (pregnant mare serum gonadotropin) pro kg Korpergewicht. Dieser Superovulation sollte eine 
21-tigige Emzelhaltung oder eine Vorsynchronisation (120 IE HCG oder 0,8 u-g-GnRH (Gonadotropin-re- 
leasing factor)) vorausgehen. 72 bis 76 Stunden nach der PMSG-lnjektion werden die Kaninchen zweimal 
lm Abstand von einer Stunde kiinstlich besamt oder im Natursprung belegt Unmittelbar danach erhalten 
sie zur Ovulationsinduktion 120- 180 IE HCG i. v. Die Embryogewinnung erfolgt 19 bis 21 Stunden nach 
der Belegung durch SchlachttStung der Spenderkaninchen. Die Eileiter werden mit Kulturmedien fiir 
Kaninchenembryonen (BMS + 20% FKS oder PBS + 20% FKS) durch Spiilung vom Fimbrientrichter in 
Ricntung Uterushornende gewonnen. Falls erforderlich, wird der noch vorhandene Cumulus Oophorus 
durch Hyaluronidasebehandlung entfernt. Die Embryonen werden gewaschen und bis zur Mikroinjektion 45 
kultiviert 

- Schwein 

Beim Schwein konnen auch prepuberale Jungsauen mit einem Gewicht von 60 bis 90 kg fur die Embryoge- 
winnung benutzt werden. Am Tag 0 werden die Spendertiere umgestallt und erhalten am Abend eine 
Apphkation von 1250 IE PSMG. 72 Stunden danach wird die Ovulation mit Hilfe von 750 IE HCG 
eingeleitet 24 und 36 Stunden nach der HCG-Applikation werden die Tiere besamt Die Gewinnung der 
Embryonen erfolgt 24 bis 27 Stunden nach der Besamung. Zur chirurgischen Embryogewinnung werden die 
Tiere mit 160 mg Azaperon (Stressnil) und 400 mg Metomidathydrochlorid (Hypnodie) narkotisiert Nach 
Vorbereitung des Operationsfeldes wird die Haut median in Hdhe der letzten zwei Zitzenpaare mit einem 
ca. 10 cm langen Schnitt gedffnet und Uterus, Oviduct und Ovar werden vorgelagert Der Uterus wird ca. 
5 cm kaudal des uterotubalen Obergangs stumpf perforiert, so daB eine ca 5 cm Glaskanflle ins Lumen 
eingefuhrt und fixiert werden kann. In den Eileiter wird durch den Fimbrientrichter eine 8 cm lange 
gebogene AugenkanQIe, die mit einem ca. 30 cm langen Gummischlauch verbunden ist, eingefuhrt und 
fixiert Der Eileiter wird mit 50 ml PBS-Ldsung gespiilt Die Spulflussigkeit wird in einer Petrischale 
aufgefangen und auf Embryonen abgesucht. Die Embryogewinnung kann auch nach Schlachttdtung der 
Spendertiere erfolgen. 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



50 



55 



60 



3. Mikroinjektion der DNA-Ldsung 

Fur die Mikroinjektion werden ein Inversmikroskop (Zeiss, 1CM 405), zwei Leitz-Mikromanipulatoren und ein 6 5 
lnjektionsgerat (Eppendorf) verwendet Der eine Manipulator trftgt eine Haltepipette, mit welcher der Embryo 
durch Unterdruck fixiert werden kann. Auf dem zweiten Mikromanipulator wird die mit DNA-Losung gefUllte 
Injektionspipette in einem Nanostepper fixiert und mit dem lnjektionsgerat verbunden. Die Spitze der Injek- 
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tjonspipette hat « Be " D"rchmesser von ein bis zwei um. Zur Mikroinjektion wird die Pipettenspitze durch die 
n,K?! ft llucida> dl 1 Zel'menbran und die Kernmembran in das Kernlumen vorgeschoben und ca. 1 bis 2 pi 
DNA-Usung werden dort abgesetzt. Die Volumenzunahme des Vorkerns signalisiert eine erfolgreiche Mi- 
kroinjektion. Z. T. erfolgt auch erne Mikroinjektion der Kerne von Embryonen im Zweizellstadiuia 
lm Gegensatz zu Maus oder Kaninchen mussen bei den meisten Nutztierspezies (Schwein. Rind) die Eizellen 

^SlTA^^^ und Kerne v <"-behandelt werden (Zentrifugation bei 

15000 g fur 3 bis 5 Minuten). Die Mikroinjektion erfolgt in einem Mediumtropfen auf einem Deckglas oder in 
TranrfXtSrt! Injekt,onskammer Nach der Mikroinjektion werden die Eizellen oder Embryonen bis zum 

4. Transfer der mikroinjizierten Eizellen 

— Maus 

Empfangermause werden zur Ausldsung einer Scheingraviditat mit vasektomierten Bdcken uber Nacht 
angepaart Plaque positive Mause werden herausgesucht und fur den Transfer narkotisiert Die vorgelager- 
ne^m 0 ™ nca ™ d m " fe ! nen Pinzetten geoffnet und die in einer Transferpipette aufgezogenen Embr^o- 
Sde^T^nTfer "* ubertragen. Die Geburt der Jungen erfolgt 20 bis 21 Tage 

— Kaninchen 

Empfangerkaninchen werden 21 Tage vor dem voraussichtlichen Terrain zur Zyklussynchronisation einzeln 
aufgestallt und erhalten zur Induktion einer Pseudograviditat 120 IE HCG oder 0,8 ug GnRH i m Am Ta* 
vor dem Transfer erhalten die Empfangerkaninchen zur Ovulationsinduktion 120 IE HCG i. v Zum Transfer 
werden die Kaninchen mit 0.4 ml Rompun 2% pro kg/K6rpergewicht und 0,8 ml Ketamin 10% pro kg/K6r- 
pergewicht narkotisiert Nach Vorbereitung des Operationsfeldes und Entleerung der Harnblase durch 
ransabdominalen Druck werden die Kaninchen in RUckenlage ausgebunden und in Schraglage Srt 
Unmittelbar kaudal des Nabels wird die Bauchhohle in einer Lange von ca. 4 - 5 cm geoffnet Ova? E 
und craniales Uterushorn werden vorgelagert und nach Kontrolle der Ovarreaktion werden die mikroinji- 
Prr ?Z£t?rT n m " k 0 eine T yi^^^Pipette ca. 2 bis 2,50 cm tief in die Eileiterampulle transferiert 
Pro Seite werden zwischen 8 und 15 Embryonen transferiert Nach VerschluO der Bauchhohle wird die 
Operationswunde durch eine Hautfaltendecknaht geschOtzt Die Geburt der Jungtiere erfolgt 29 bis 31 
Tage nach dem Transfer. 6 

— Schwein 

iS^iS SlSuf rtiCre kdnnen J ? 5e L rn S f hwein P re P ub «a'e lungsauen verwendet werden. 12 Stunden 
Hrr ,-, ! rhah ! n die Emp an * ertiere 750 IE PMSG und nach weiteren 72 Stunden 750 IE 

rh,„™ h! 1 B 2 " undlge Asynchronitat zwischen Spender- und Empfangertier verbessert die Oberlebens- 
t^Zt l Embr * on « n "** 0«n Transfer. Parallel zur Besamung bei den Spendertieren wird bei den 
Sio Zrf Brunstbeobachtung durchgefUhrt 135 bis 136 Stunden nach Beginn des Programms 
£n m 7< S J ^ t,0n J ^ den Spendertieren) erfolgt der Embryotransfer. Alle injizierten Embryo- 
tZ&rTJ, rS I k K weTden durch , ch-rurgischen Transfer in einen Eileiter eines Empfangerschwemes 
transferiert D.e Embryonen verte.len sich durch Spacing gleichmaBig auf beide Uterushdrner. Ein neues 
Verfahren erlaubt auch den unblutigen Transfer von Embryonen in den Schweineuterus. We Gebun de 
Jungtiere erfolgt 1 13 bis 1 16 Tage nach dem Transfer. "eoun aer 

5. Untersuchung auf Integration 

Zur Untersuchung auf Integration der injizierten DNA mussen von den geborenen Tieren Gewebeoroben 
(Schwanzgewebe, Blut oder Biopsie) gewonnen werden. Aus diesen Gewebeproben whThSotekulare 
duSethrt ^ Inte « rationsnachweis w ^n Slot Blot Do, Blotter Southern^ 

JJiJ ( Tiere m j t Ration des Genkonstruktes) werden aufgezogen und nach Erreichen der Zucht- 
^l^T rTl WT" angepaart Die aus diesen Anpaarungen entstehenden Nachkommen 
werden darauf untersucht ob sie das Transgen von ihrem transgenen Elternteil geerbt haben. Durch VerpaaruS 
hemizygot transgener Tiere werden dann homozygot transgene F2-Nachkommen gezOchtet ver P aarun * 
shS" T ( U ? g i tT Ex P re ? si . on * ird von fansgenen Tieren nach Blutentnahme Serum gewonnen. Die 
S C/^l^f f h h w kt ' 0n dC ! retrobulbar f n Augenplexus (Maus). des Ohrrandes (Kaninchen). oder 
der Vena jugulans (Schwein) oder aus anderen zuganglichen Venen bzw. bei der Totting der Tiere. 

Beispiel 3 

Bestimmung des Antikdrper-Titers im Serum der transgenen Tiere 

Die Bestimmungsmethode des Antikdrper-Titers ist in der DE 39 09 708 beschrieben. Mikrotiter-Platten 
rv^T™ 1 !^ L PCr , 8 e « en das Np (*-Hydroxy-3-nitrophenylazetat) beschichtet Dieser Antikorper 

ist von Typ IgG 2a (die leichte Kette ist eine X Kette. die schwere Kette eine y 2a Kette). Der Beschichtungs-Puf- 
65 fer bestand aus 02 mrnol/1 Carbonat/Bicarbonat pH 9.4. Nach 2 Stunden wurden die Platten mit einem Nachbe- 
schichtungs-Puffer (50mmol/l HEPES 0.15mol/l NaCl 1% Crotein C, pH 7.0) inkubiert Alle Reaktionen 
wurden bei Raumtemperatur unter Schatteln durchgefflhrt Die Eichkurve wurde mit einer Antikdrper A20/44 
(IgG 1) enthaltenden Stammlosung (Verdflnnungs-Reihe) erstellt Die Eichproben und die Seren wurden mit 
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Inkubations-Puffer verdunm (50 mmol/l HEPES, 0.15 moi/1 NaCI, 1 % Crotein C, pH 7.0, 0.2 mol/l Di-Natriumtar- 
trat, 0.75% PEG, 0.5% Pluronic F 68, 0.75% PEG 40000, 0.01% Phenol) und 2 Stunden bei Raumtemperatur 
inkubiert Nach Aussaugen der Vertiefungen und zweimaligem Waschen mit Inkubations-Puffer erfolgte eine 
einstundige Inkubation mit Konjugat (Konjugat aus Fab-Fragmenten des Antikarpers, welcher gegen NP 
gerichtet ist und Peroxidase (POD)). Dazu wurde das Konjugat im Inkubations-Puffer auf 1 50 mU/ml POD- Ak- 5 
tivitat verdQnnt Nach Aussaugen und dreimaligem Waschen der Vertiefungen mit Wasch-Puffer (50 mmol/l 
HEPES, 0.15 mmol/l NaCI. 0.1% Pluronic F 68, pH 7.0) wurde 60 Minuten mit ABTS (2,2'Azino-di-(3-ethyl-benzt- 
hiazohn-sulfonat (6)) als Substrat umgesetzt Die Extinktion wurde im Photometer (ELISA- Reader) bei 405 nm 
gegen 490 nm gemessen. Die Konzentration der Proben wurde uber die Standard- Eichkurve bestimmt 

Tabelle 10 

Antikdrper-Titer im Serum transgener Tiere 

Kaninchen Nr. jig/mi SchwcinNr. ug/ml 15 



Maus Nr. 


Ug/ml 


970-28 


3 


970-29 


7 


970-31 


18 


970-32 


10 


970-33 


18 


970-54 


30 


970-55 


3 


970-56 


18 


970-59 


3 


974-1 


27 


974-2 


29 


974-3 


18 


974-4 


4 


974-8 


18 


974-9 


100 


974-10 


45 


974-11 


20 


974-12 


120 


974-13 


60 


974-14 


15 


IControlle 


0 



2644 200 5814 1000 

Kontrolle 0 

Kontrolle 0,00 
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Die untersuchten Mause smd Nachkommen der beiden seropositiven Mause 970 und 974. Eine Reihe von 
Nachkommen war seronegativ bezUglich der eingefGhrten Antikorper-Spezifltax Diese sind in Tabelle I nicht 
aufgefuhrt Nach Mikroinjektion wurden alle 39 Kaninchen auf Expression untersucht Ein Tier exprimierte die 
gewunscnte Antikorper-Spezifitat im Serum. Es wurden zwei transgene Schweine (1 Totgeburt) erhalten Das 
lebend Geborene expnmierte den gewiinschten Antikdrper Oberraschenderweise in sehr hoher Konzentration 
im Serum ( 1 000 ug/ml). 

Beispiel 4 

Charakterisierungdes exprimierten Antikdrper im Scheine-Serum 
a) Isoelektrische Fokussierung und Immuno-Fixation 

IEF wurde auf einem Phast-Gel- System (Pharmacia) nach den Anweisungen des Herstellers durchgefQhrt Die 
Seren des transgenen und des Kontroll-Schweins wurden 1:1000 verdQnnt und unter nicht-denaturierenden 
Bedingungen auf das Gel aufgetragen. Der pH-Gradient auf dem Gel (pH 5-8) wurde durch Eichproteine 
(Pharmacia) visuahsiert Die Laufzeit des Gels betrug 30 Minuten. AnschlieBend wurde fur 45 Minuten mit 
100 ug ernes polyklonalen Antik&rpers (Schaf Anti-Maus Fey) in einem Volumen von 150 uJ inkubiert und mit 
einem Zellulose-Acetat Streifen abgedeckt Die nicht reagierenden Proteine wurden durch Waschen mit 
50 mmol/i Kaliumphosphat-Puffer, 0,15 mol/l NaCI, 0,05% Tween, pH 72 entfernt durch SchQtteln Qber Nacht 
AnschlieBend wurden die Immuno-Komplexe durch Silber-Farbung (Pharmacia-Kit) visualisiert Als Kontrolle 
war der aus Ascites aufgereinigte Antikdrper A20/44 aufgetragen worden. 

Es zeigte sich, dafl im Serum des transgenen Schweins dieselben charakteristischen Banden identifiziert 
werden konnten wie mit dem aufgereinigten Antikdrper A20/44. Im Serum des Kontroll-Tieres waren diese 
charakteristischen Banden nicht nachweisbar. 
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b) Aufreinigung von Antikdrper A20/44 aus dem Serum des transgenen Schweines 

A20744 ist ein anti-idiotypischer Antikdrper gegen einen Antikdrper (IgG2a), welcher gegen das Hapten NP 
genchtet ist. Letzterer wurde aus Ascites aufgereinigt und an Bromcyan aktivierte Sepharose (Pharmacia) nach 
Vorschrift des Herstellers gekoppelt Antikdrper A20/44 wurde an einer so hergestellten Affinitats-Saule nach 
Auftragen von 100 ml Serum des transgenen Schweines immunadsorbiert, eluiert und anschlieBend protein-che- 
misch charakterisiert Er stimmte in seinen Eigenschaften mit dem aus Ascites- FlQssigkeit aufgereinigten Anti- 
kdrper A20/44 uberein. 



Patentanspruche 

1. Verfahren zur Gewinnung von Proteinen mit Antikdrper-Aktivitat, dadurch gekennzeichnet, daB man 
eine oder mehrere fur dieses Protein kodierende DNA-Sequenzen, die frei von bakteriellen Fremdsequen- 
zen sind, in den mannlichen Pronukleus einer befruchteten Eizelle eines Schweins oder Kaninchens durch 
Mikroinjektion einbringt, die Eizellen in den Eileiter eines Schweins oder Kaninchens implantiert, die 
Nachkommen ziichtet und aus ihnen in Oblicher Weise das Protein mit Antikdrper- Aktivitat gewinnt 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die DNA-Sequenzen mit Immunglobulin- Pro- 
motor und Enhancer-Sequenzen verwendet werdert 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB man die bei der Mikroinjektion 
verwendeten DNA-Sequenzen in linearer Form verwendet 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB das Protein mit Antikdrper- 
Aktivitat ein vollstandiger, nativer Antikdrper ist. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB der Antikdrper eine v-schwere Kette und eine 
K-leichte Kette besitzt 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB das Protein mit Antikdrper- 
Aktivitat ein chimansierter Antikdrper ist. 

7 Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 2, dadurch gekennzeichnet, daB das Protein mit Antikdrper- 
Aktivitat ein heterobispezifischer Antikdrper ist 

8. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 2, dadurch gekennzeichnet, daB das Protein mit Antikdrper- 
Aktivitat ein Antikdrper- Fragment ist. 

9. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB das Protein mit Antikdrper- 
Aktivitat ein Antikdrper oder Antikdrper- Fragment, fusioniert mit einem weiteren Polypeptid, ist. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB das Protein mit Antikdrper- 
Aktivitat ein mutierter Antikdrper ist 

1 1. Protein mit Antikdrper-Aktivitat, erhaitlich aus einem Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10 

12. Verwendung eines Proteins mit Antikdrper-Aktivitat nach Anspruch 11 fur diagnostische oder/und 
therapeutische Verfahren. 

13. Verfahren zur in vivo Immunisierung von Schweinen, dadurch gekennzeichnet, daB man eine oder 
mehrere fur dieses Protein kodierende DNA-Sequenzen, die frei von bakteriellen Fremdsequenzen sind in 
den mannlichen Pronukleus einer befruchteten Eizelle eines Schweins oder Kaninchens durch Mikroinjek- 
tion einbrmgt, die Eizellen in den Eileiter implantiert, die Nachkommen zQchtet und aus ihnen in ublicher 
Weise das Protein mit Antikdrper-Aktivitat gewinnt 
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